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宫颈癌的主要原因。世界范围内，每年由 HPV 感染所致癌症病例 56 万例，约占
全球全部癌症新发病例的 5%，死亡人数约 20 万；在中国，每年约有 10 万的妇
女因 HPV 感染而导致宫颈癌，死亡病例约 3 万。宫颈癌是继乳腺癌之后严重威
胁妇女健康的第二大疾病。与宫颈癌密切相关的高危型 HPV 有 15 种，要有效控
制宫颈癌就必须有预防这 15 种型别 HPV 感染的疫苗。目前上市的 2 种疫苗只能
预防 HPV16 和 HPV18 这两种高危型的感染，保护率约占 70%。因此，开发多价
预防疫苗具有重大意义，同时也面临巨大的挑战。 
本文在实验室前期的研究基础上，通过 HPV16L1 的 C175和 HPV52L1 的 C428
位点突变，获得两种突变蛋白，混合组装成均一的、与野生型 VLP 形态相似的
杂合病毒样颗粒（VirusLike Particle, VLP）。通过免疫原性考察，相同剂量的杂
合 VLP 与野生型 VLP 所诱导的抗体水平相当，表明杂合 VLP 有作为广谱 HPV
疫苗的潜力。由于杂合 VLP 两个相邻五聚体之间只能形成一个二硫键，在空间
结构上必然与野生型 VLP 不同，因此，杂合 VLP 有可能会产生新的功能表位，
甚至可能产生新的广谱表位。因此，筛选出针对杂合 VLP 特异反应的单抗，同
时通过该抗体分析杂合 VLP 相对于野生型 VLP 所产生的新表位具有重要意义。 
本研究首先通过单克隆抗体筛选获得了针对于杂合 VLP 特异反应的单抗。


























对杂合 VLP 特异，4 株抗体对杂合 VLP 和野生型 VLP 的反应差异性在 10 倍以
上。证实了环磷酰胺消减免疫法可以有效地制备差异性抗体。 
我们接着利用分子模拟方法，对以上抗体识别的表位进行分析。选取杂合
VLP 的特异性抗体 2B3，分别对抗体可变区和 HPV16/52 相邻五聚体进行同源模
建和分子对接，预测出 2B3 与杂合 VLP 的相互作用区域在两个五聚体之间，关
键氨基酸是 HPV16 五聚体的 Ser170 和 Lys439，HPV52 五聚体的 Asn240、Ser255、
Glu378、Lys382 和 Glu469。 
综上所述，本研究通过对消减免疫方案的研究，建立了以 HPV 为抗原的消
减免疫方案，由此筛选获得了杂合 VLP 特异性抗体和与野生型 VLP 具有较大差
异性的抗体。利用生物信息学分子对接技术，进一步研究了特异性抗体识别的杂
合 VLP 的特异表位。本研究获得的杂合 VLP 特异表位信息，对于了解 HPVL1
蛋白的分子进化，中和表位型别的特异性，杂合 VLP 组装的机制以及开发基于



















The persistent infection of HPV usuallyresults in cervical 
cancer.Approximately560,000 new cancer cases with 200,000 fatal casesworldwide 
and 100,000newcervical cancer caseswith 30,000 deaths occured in China are 
attributed to HPV infectionannually.Cervical cancer ranks second in the most 
common malignant tumors threatening women’s health.It is known that there are at 
least 15 types of high-risk HPV,therefore,vaccines which can against 15 types ofHPV 
are needed to reduce the cervical cancer incidence.There are two vaccines available in 
the market, only cover two of the the high-risk HPV,HPV16 and 18, account for 
approximately 60% to 70% of cervical cancer.Therefore, the development of vaccines 
which can prevent more HPVs has the great significance and huge challenges. 
In this study, HPV16 L1 proteins with C175mutants and HPV52 proteins with 
C428 mutantscouldn’t assemble into VLPs were prepared.But two mutants’ proteins 
can co-assemble to homogeneous hybrid VLPs with the mixing proportion of 1:1. The 
hybrid VLPscan induce the same of IgG mAbs titer against other types. The hybrid 
VLPsand wild type HPV VLPs have different spatial structureon account of only one 
disulfide bond between two pentamers. The hybrid VLPs contains more rare epitopes 
between two adjacent pentamers. New epitopes of hybrid VLPs studyhas important 
implications by the method of screening specific antibodies.  
Routine immunization cannot preparespecific antibodyagainsthybrid VLPs. In 
this study,cyclophosphamide subtractive immunization was uesd to preparehybrid 
VLPsmonoclonal antibodies. Through a series of research, immunization programs 
were established: 20µg antigen dose without the use of adjuvants, intraperitoneal 
injection, 100mg/kgcyclophosphamide and immunosuppression could be sustained for 
4 weeks. 
By screening antibodies, we found two specific antibodies againsthybrid VLPs, 
















hybrid VLP’s specific epitopes,moleculer homology modeling and moleculer docking 
were uesd to predictepitoperecognized by 2B3. The results show that the 
interactionregion of 2B3and hybrid VLP is located between two pentamers,the key 
amino acids are Ser170 and Lys439in HPV16 pentamer, Asn240、Ser255、Glu378、
Lys382and Glu469in HPV52 pentamer. 
All these works in this study willcontribute to the research of HPV L1 molecular 
evolution, specific neutralizing epitopeofHPV, Assembly mechanismof Type-hybrid 
VLP and pave the way for further design of new generation of HPV vaccine. 
Key words：Human papillomavirus; Type-hybrid Virus Like Particle; Subtractive 


















aa: amino acid，氨基酸 
Amp: Ampicillin，氨苄青霉素 
bp：base pair，碱基对 
BPV: Bovine Papillomavirus，牛乳头瘤病毒 
CA: Condyloma Acuminatum，尖锐湿疣 
CDR: Complementarity Determining Region，抗原互补决定区 
CH: Constant Region of Heavy Chain，重链恒定区 
CIN: Cervical Intraepithelial Neoplasia，宫颈上皮内瘤样病变 
CL: Constant Region of Light Chain，轻链恒定区 
CTL: Cytotoxic T Lymphocyte，细胞毒 T 淋巴细胞 
Cy:Cyclophosphamide，环磷酰胺 
Da: Dalton，道尔顿 
DNA: Deoxyribonucleic Acid，脱氧核糖核酸 
DTT:DL-Dithiothreitol，二硫苏糖醇 
EC50: Concentration for 50% of maximal effect 半 大效应浓度 
ED50: Median Effective Dose，半数有效剂量 
ELISA: Enzyme-linked ImmunoSorbant Assay，酶联免疫吸附测定 
EM: Electron Microscopy，电子显微镜 
FBS: Fetal Bovine Serum，胎牛血清 
GFP: Green Fluorescent Protein，绿色荧光蛋白 
HPLC: High Performance Liquid Chromatography，高效液相色谱 
HPV: Human Papillomavirus，人乳头瘤病毒 
HRP: Horseradish Peroxidase，辣根过氧化物酶 
Kan: Kanamycin，卡那霉素 
kD: kilo Daltons，千道尔顿 
mAb: monoclonal antibody，单克隆抗体 
NK: Natural Killer，自然杀伤细胞 
ORF: Open Reading Frame，开放阅读框 
PBS：phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
pRb: Retinoblastoma Tumor Suppressor Gene，视网膜母细胞瘤抑制基因 
PV: Papillomavirus，乳头瘤病毒 
RNA：Ribonucleic Acid，核糖核酸 
RT: Remained Time，保留时间 
TEM: Transmission Electron Microscopy，透射电子显微镜 
VH: Variable Region of Heavy Chain，重链可变区 
VL: Variable Region of Light Chain，轻链可变区 
VLP(s): Virus-Like Particle(s)，类病毒颗粒 
VLP：Virus Like Particle，类病毒颗粒 
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Table 1-1 Functions of different proteins expressed by HPV 
基因 表达时期 细胞定位/数量 基因表达产物功能 
L1 晚期 细胞核/++++ 主要衣壳蛋白， 
L2 晚期 细胞核/++ 次要衣壳蛋白，辅助 DNA 包装 
E1 早期 细胞核/+ 辅助游离体复制，DNA 解旋酶 
E2 早期 细胞核/+ 转录因子，参与病毒基因组复制 
E4 晚期 细胞质/+++ 辅助病毒包装 
E5 早期 细胞质/+ 抑制细胞分化 
E6 中期 细胞核/+ 
抑制细胞分化 
促进 P53 降解 
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